
　アスベストとは，天然に産出する繊維状の鉱物のうち，
工業的素材として用いた数種のケイ酸塩鉱物の総称であ
る．大気に浮遊するアスベストは，中皮腫や肺ガンを引き
起こすことから，注意深く監視しなければならない．日本
においては，2004年にアスベスト使用がほぼ全面禁止に
なったものの，過去に膨大な量が輸入されたため，アスベ
ストを 1％以上含む建材が約 4,000万トンも古い建物に取
り残されている1）．これらのアスベストを含む建物の解体
の際に，アスベストが飛散する可能性が指摘されている．
　大気中に浮遊するアスベストの検査では，まず大気を吸
引することによって浮遊する物質をフィルター上に捕捉
し，そのフィルターを透明化した後に，位相差顕微鏡を用
いて繊維状物質を計数し，総繊維濃度を算出する．さら
に，総繊維濃度が 1本/L以上の場合，繊維が実際にアス
ベストであるか否かを電子顕微鏡によって判定する2）．し
かしながら，電子顕微鏡による判定は，前処理等が煩雑で
あるほか，繊維一本ずつをエネルギー分散型X線解析装置
で分析するという非常に時間と根気のいる作業であること
から，迅速性が必要な解体現場でのアスベストリスクには
対応できない．解体は 1週間程度で終わるので，アスベス
トをまき散らした後に検査結果が出るという場合も少なく

ない．もはや日本のアスベスト発生源は，工場から，解体
現場などの短期的に移動する現場へと変わっていることか
ら，解体現場でアスベストが迅速に検出できる方法の開発
が急務であるとされている2）．
　蛍光とは，外部から紫外線や可視光などの励起光を物質
に当てたときに，そのエネルギーを吸収することで電子が
励起し，それが基底状態に戻る際に余分なエネルギーを光
として放出するものである．蛍光顕微鏡は，特にバイオの
分野で「蛍光抗体法」（蛍光免疫染色標本の観察）の発明と
ともに発展してきた．また，近年は緑色蛍光タンパク質
（2008年ノーベル化学賞受賞対象）を使って生細胞の中の
タンパク質を可視化する際の顕微鏡として，細胞生物学・
分子生物学の分野に活躍の場が広がっている．蛍光観察は
試料に標識した蛍光色素または蛍光タンパク質そのものの
蛍光シグナルを観察する方法で，対象（検出したいもの）
の大きさが波長と開口数に依存する分解能よりかなり小さ
くとも，その存在を検出・可視化できる．現在では高感度
CCDにより蛍光一分子の検出も可能になってきており，
その対象物を高感度に検出できる．
　われわれは，蛍光で修飾したアスベスト結合タンパク質
を利用し，蛍光顕微鏡で超微細アスベストを可視化するこ
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とに成功した．さらには，位相差顕微鏡でアスベストの可
能性のある繊維を検出した後，位相差モードから蛍光モー
ドに切り替えて，簡易にアスベストの判定を行う位相差・
蛍光顕微鏡法を開発した．これにより，解体現場でアスベ
ストが迅速に検出できると考えられる．

1. アスベスト結合タンパク質
　アスベストには，蛇紋石に属するクリソタイル，および
角閃石に属するアクチノライト，アモサイト，アンソフィ

ライト，クロシドライト，トレモライトが存在する．これ
らは細胞よりも大きな無機物なので，通常抗体の取得は難
しい．そこで，アスベストに結合するタンパク質を何らか
の方法で取得できないかと考えた．アスベストは病気を引
き起こす物質なので，細胞の中のタンパク質とアスベスト
に相互作用があると考えられた．マウスの肺細胞をすりつ
ぶし，そこに含まれるタンパク質とクリソタイルを混合
し，クリソタイルを遠心によって沈殿させた（図1）．界面
活性剤や塩を含む緩衝液で洗浄後，なおもクリソタイルに
結合しているタンパク質を SDS-ポリアクリルアミド電気
泳動（SDS-PAGE）と質量分析により同定した．アクチン
を含め，いくつかのタンパク質がクリソタイルに結合する
ことがわかった．同時に，細菌の細胞内タンパク質にもク
リソタイルと強く結合するもの（DksA）があることがわ
かった3）．無機繊維と有機繊維を使って結合の基質特異性
を調べた結果，ほぼクリソタイルに特異的であることがわ
かった（表 1）．
　一方，角閃石アスベストに結合するタンパク質もすぐに
見つかったが，どれも特異性が十分でないことが明らかと
なった．例えば，角閃石アスベストに結合する Gatz 4），
HNSタンパク質は，ケイ酸アルミ繊維，酸化チタン繊維，
ワラストナイト（ケイ酸カルシウム繊維），炭化ケイ素繊
維などの無機繊維と結合してしまう．そこで，HNSの結
合特異性を向上させるために，アスベストの結合に関与す
る領域を限定し，その他の領域を取り除くことで非特異結 

合を減少させることができるのではないかと考えた．HNS
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図 1　アスベスト結合タンパク質の探索．（A）細胞内の全タン
パク質抽出液にアスベスト（クリソタイル）を投入し，遠心分
離にてアスベストを回収する．アスベスト結合タンパク質はア
スベストと結合しているので，同時に沈殿する．（B）大腸菌の
全タンパク質（左）とアスベストに結合したタンパク質（右）の
SDS-ポリアクリルアミド電気泳動図．DksAなど複数のタンパ
ク質にアスベスト結合能力がある．

表 1　アスベスト結合タンパク質の基質特異性．
HNS60-90DksA繊維の種類
－＋クリソタイル

ア
ス
ベ
ス
ト
繊
維

＋－クロシドライト
＋－アモサイト
＋－アンソフィライト
＋－トレモライト
＋－アクチノライト
－－ガラスウール

ア
ス
ベ
ス
ト
以
外
の
繊
維

－－微細ガラス繊維
－－ロックウール
－－耐火性繊維（RF1：セラミック，非晶質）
－－耐火性繊維（RF2：セラミック，非晶質）
－－ケイ酸アルミ繊維（RF3：セラミック，結晶質）
＋/－－チタン酸カリウムウィスカー
＋＋炭化ケイ素ウィスカー
－－酸化チタンウィスカー
－－ワラストナイト

HNS60-90とは，HNSタンパク質のアミノ酸配列 60-90に限定したタンパク質を示す．



は137アミノ酸からなるタンパク質である．HNSをN末端
ドメイン（1～57番目のアミノ酸領域）と C末端ドメイン
（60～137番目のアミノ酸領域）の 2つの領域に分割したタ
ンパク質を作製し，結合性を調べた（図2）．角閃石系アス
ベストに対して，N末端ドメインは結合が全く認められな
かったが，C末端ドメインは結合が認められたことから，
C末端ドメインが角閃石系アスベストの結合に重要である
ことがわかった．さらに，60～90番目のアミノ酸領域に
結合領域を限定することで，特異性の高いバイオプローブ
を作り出すことに成功した（表 1）．

2. 蛍光顕微鏡によるアスベスト検出
　アスベスト結合タンパク質を蛍光修飾してバイオプロー
ブを作製し，フィルター上のアスベストを蛍光顕微鏡でと
らえる方法を開発した（蛍光顕微鏡法）3，4）．前処理は，大
気を捕集したフィルターに数滴の蛍光バイオプローブを垂
らした後，緩衝液を同様に数滴垂らして余分な蛍光プロー
ブを流す数分の作業で完成する（図3）．このフィルターを
スライドガラスに移して，蛍光顕微鏡で観察する．その結
果，位相差顕微鏡では非常に見にくい繊維も蛍光で観察で
きた．
　そこで，どの程度微細なアスベストが観察できているか
を調べるために，蛍光法で観察できたクリソタイル繊維の
太さを電子顕微鏡で分析することにした．しかし，実際に
蛍光顕微鏡で観察した視野と同じ場所を，電子顕微鏡を
使って探すことは手間のかかる作業である．そこで，この
作業を簡単にするために，光・電子相関顕微鏡システムを
用いた．このシステムでは，蛍光顕微鏡と走査型電子顕微
鏡で同じ試料ステージを用いる．試料ステージに蛍光染色
したフィルターを載せ，まず蛍光顕微鏡で観察を行い，観
察した視野の位置情報を記録する．次に試料ステージを電
子顕微鏡に移し，記録した位置情報を入力すると，自動で
その位置まで移動し，同視野を電子顕微鏡で観察できる5）．
光・電子相関顕微鏡システムを用いて，クリソタイルを蛍
光顕微鏡と電子顕微鏡で観察した（図4）．同一繊維を蛍光
顕微鏡と電子顕微鏡で比較した結果，蛍光顕微鏡で観察で
きる微細クリソタイルの直径は，30～35 nmであることが
わかった（図 4）6）．蛍光顕微鏡も光学顕微鏡であるので，
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図 2　角閃石アスベスト結合タンパク質（HNS）のアスベスト結
合に関与するドメイン．HNSは，137個のアミノ酸からなるタン
パク質である．アミノ酸配列（60-137）に限定することによっ
て，結合するものが少なくなる．さらにアミノ酸配列（60-90）で
は，アスベストと炭化ケイ素繊維にのみ結合するので，アスベス
ト結合ドメインは 60-90に存在すると考えられる．

図 3　蛍光顕微鏡法による大気中アスベスト検出．（A）大気を通してアスベ
ストを捕集したフィルターに，蛍光で修飾したアスベスト結合タンパク質を
滴下し，蛍光顕微鏡で観察する（数分の作業）．（B）アスベスト（クリソタ
イル）の蛍光画像．



当然，光学的な解像度の限界（200～250 nm）が存在す
る．したがって，実際には 30～35 nmの直径のクリソタイ
ル繊維の正確な幅が検出できているわけではない（太く観
察される）．しかし，暗視野の中で光っているために，分
解能よりもかなり小さい対象物でもその存在が検出できる
という，蛍光顕微鏡の長所が発揮されている．
　蛍光顕微鏡法は，蛍光で見えている繊維がほぼアスベス
トであるため，電子顕微鏡による判定をする必要がなく，
繊維を数えるだけでいいという迅速性にすぐれた方法とい
える．また，蛍光顕微鏡法は単繊維のクリソタイルが検出
できるので，微細アスベストも見逃すことがない．この方
法は，平成 22年 6月，環境省アスベストモニタリングマ
ニュアル第 4版に掲載された 2）．

3. 位相差・蛍光顕微鏡法の開発
　通常，新しい方法は，従来からの基準となる方法とどの
ような相関があるのか，どう連続性を担保するかというこ
とが常に問題となる．位相差顕微鏡を用いたアスベスト検
出法による数値が，長い間疫学的危険度の相関に使われて
きたことから7），今も基本的に位相差顕微鏡による数値が
使われている．蛍光顕微鏡法は，位相差顕微鏡では検出で
きない微細なアスベスト繊維も検出できることから，蛍光
顕微鏡法によって検出されるアスベストの総数は，位相差
顕微鏡によって検出される総数よりも多くなるおそれが
あった．位相差顕微鏡の計測者の中には，「従来の位相差
顕微鏡・電子顕微鏡法によって取得された過去のデータと
連続性がないのではないか」，「アスベストの測定基準が変
わるのではないか」といった懸念が存在した．蛍光顕微鏡
法を広く一般化するためには，いかに従来の位相差顕微鏡
による計測，電子顕微鏡法による判定の基準を変えないよ
うにアスベストを計測するかという技術的課題を乗り越え
る必要があった．
　位相差顕微鏡に蛍光ユニットを追加して，同一視野を位

相差モード（透過型）と蛍光モード（落射型）で切り替え
ながら観察することが可能である．このモードの切り替え
は光源と光路の切り替えだけなので，顕微鏡によってはレ
バー 1つで簡単に切り替わる．位相差モードで繊維が確認
できれば，蛍光モードに切り替えて，その繊維がアスベス
トかどうかを判定する．この方法では，まず位相差顕微鏡
で計測するので，位相差顕微鏡による総繊維数の数値を超
えることはない．しかし，位相差顕微鏡で観察する際にア
セトンでフィルターの透明化処理を行うが，その際蛍光タ
ンパク質が見えなくなるという問題があった．そこで，バ
イオプローブの蛍光の種類と強度を工夫し，透明化処理の
際に消えないようにした．その結果，位相差モードで確認
した繊維を，蛍光モードに切り替えることによって，アス
ベストか非アスベストかを判定する位相差・蛍光顕微鏡法
が確立できた（図5）．位相差顕微鏡で確認できた繊維のう
ち，蛍光をもつ繊維をアスベストとして計測できるので，
従来の位相差顕微鏡による計測，電子顕微鏡法による判定
の計測コンセプトを変えるものではない．すなわち，判定
が電子顕微鏡による X線分析（原子組成による）か，タン
パク質による結合選択性を利用する（表面の原子組成や分
子状態による）かの違いだけなので，迅速法としては十分
であると考えられる．これにより，位相差顕微鏡の過去の
データとの連続性が担保され，基準が変わるのではないか
といった危惧が払拭できた．さらに，電子顕微鏡では，位
相差顕微鏡で見た繊維と同一の繊維を観察する（探す）こ
とは非常に困難であるが，位相差・蛍光顕微鏡法では同一
の繊維を確認できることも，記すべき改良点である．
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図 4　クリソタイルの蛍光顕微鏡観察と電子顕微鏡の比較．
（A）蛍光顕微鏡像（500倍）．（B）蛍光画像 Aの白枠部分に対
応する電子顕微鏡像（28,800倍）．白枠の部分の蛍光画像（拡
大）も内側に示す．①の繊維の幅は 31.3～34.7 nm．②の繊維
の幅は 30.3 nmであった．

図 5　位相差・蛍光顕微鏡法によるアスベスト計測．（A）は位
相差顕微鏡画像．（B）は（A）の位相差顕微鏡画像と同一視野
における蛍光顕微鏡画像を示す．位相差顕微鏡下で観察した繊
維状の物質①，③，⑤において，蛍光顕微鏡下で蛍光タンパク
質の結合を確認することができた．一方，位相差顕微鏡下で観
察した繊維状の物質②および④においては，蛍光顕微鏡下で蛍
光タンパク質の結合を確認することができなかった．この結
果，繊維状の物質①，③，⑤はアスベストであると判定し，繊
維状の物質②および④はアスベスト以外の繊維と判定できる．



4.  今後の課題
　蛍光顕微鏡法では，蛍光の存在の有無で，迅速にアスベ
ストと判定できる．しかしながら，例外的に炭化ケイ素ウ
イスカーなどが結合するため，現状では 100％の判定とは
なっていない．今後，さらにバイオプローブの特異性を上
げることができれば，公定法として電子顕微鏡による判定
と置き換えることができるのではないかと考えられる．そ
のためにも，実際の現場のサンプルにおいて，結合する物
質がほかにないかどうかを今後調べていく必要がある．
　アスベストの毒性は長さや太さに依存するため，アスベ
ストモニタリングマニュアルでは長さ 5 mm以上，幅（直
径）3 mm未満で，かつ長さと幅の比（アスペクト比）が 3

以上の繊維を数えることとなっている．接眼レンズにはめ
込んだアイピースグレイティクルの目盛を利用して，人の
目によって判定している．人の目による判定では，アスペ
クト比を計測しながら検出するのは大変な労力を必要とす
るだけでなく，計測者による差が生じている．位相差顕微
鏡による観察では，背景と試料との境界部分にはハロとよ
ばれるオーラ状の光が発生し，繊維のコントラストが上が
る効果はあるものの，バックグラウンドが局所的にかなり
異なってくるため，画像解析による繊維の同定が難しい．
一方，蛍光顕微鏡ではハロが発生せず，比較的均一なバッ
クグラウンド補正で検出が可能になると考えられた．株式
会社インテックと共同で開発中のソフトは，画像中の部位
に応じて繊維輝度の補正を行う適応型コントラスト調整機
能を搭載し，長さ 5 mm以上，アスペクト比 3以上の繊維
を数秒で自動検出する．これを利用すれば，アイピースグ
レイティクルを利用した目視による判定に慣れていない人
でも，解体現場でのリアルタイムなアスベスト計測ができ
ると考えている．今後は，蛍光画像の解析結果をもとに位
相差顕微鏡による観察測定を支援できるような機能を開発
することも考えられる．
　最近，迅速法として，位相差顕微鏡での計測と偏光顕微
鏡での判定を組み合わせた方法が提案されている．偏光顕
微鏡はステージを回転させて，消光する角度によってアス

ベストを判定する方法である．ステージを回転させるた
め，複数の繊維がある場合には位置関係を把握することが
困難となる．また，観察画像を撮影する際には，そのまま
では回転中に繊維が視野から外れることがあるため，繊維
を視野の中心に移動させるといった手間がかかる．蛍光顕
微鏡法は視野を回転・移動させることなく判定できるので，
その分簡易で時間が短縮される．さらに，ソフトウェアを
搭載したものでは，アスベスト計測に慣れていない人でも
楽に計測できるので，特にアスベスト飛散可能性がある現
場での計測に利用していただきたいと考えている．

　東洋大学の神山宣彦教授にはさまざまなアドバイスを 

いただきながら蛍光法を開発した．現在，結合タンパク質
の分子デザインに関しては，環境省の環境研究総合推進費
（C-1101）により実施している．また，アスベストの自動
計測ソフトウェアは，科学技術振興機構の研究成果展開事
業により開発中である．
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